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Imobilizacija izbrane amin transaminaze v mikropretočni reaktor  
Povzetek:  
Izbira optimalne tehnike za imobilizacijo encimov je izredno pomembna za aplikacijo 
encimske tehnologije v industrijski proizvodnji, kjer se od katalizatorjev reakcije 
pričakuje dolgotrajna stabilnost pri obratovalnih pogojih. Poleg uporabe biokatalizatorjev 
se v industrijskih procesih vedno bolj uveljavljata pretočna in mikroreaktorska 
tehnologija, ki med drugim omogočata hiter razvoj procesov ob majhni porabi časa in 
snovi, obenem pa zaradi učinkovitega prenosa toplote in snovi zagotavljata visoke 
produktivnosti in izredno dober nadzor nad procesom. V tem delu smo z namenom 
imobilizacije encima amin transaminaze v mikroreaktor testirali in med seboj primerjali 
različne imobilizacijske tehnike: kovalentno vezavo encima na nanotkanine in na 
nanotkanine obdelane z glutaraldehidom, ujetje v alginatni hidrogel ter imobilizacijo na 
osnovi premreženja encimskih agregatov. Imobilizacija s kovalentno vezavo encima na 
nanotkanine in na nanotkanine obdelane z glutaraldehidom se je izkazala za neprimerno 
zaradi izgube encimske aktivnosti. Pri ujetju encima v alginatni hidrogel je prihajalo do 
njegovega spiranja iz polimerne matrice, zaradi česar ta tehnika prav tako ni bila ustrezna. 
Za najučinkovitejšo imobilizacijsko tehniko se je izkazala tvorba premreženih encimskih 
agregatov, s katero smo uspešno imobilizirali encim in zagotovili njegovo kontinuirno 
uporabo v mikropretočnem sistemu. 
Ključne besede: imobilizacijske tehnike, mikropretočni sistemi, amin transaminaza, 
biokataliza 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Immobilization of selected amine transaminase in a microflow reactor  
Abstract: 
The choice of the optimal enzyme immobilization technique is extremely important for 
the application of enzyme technology in industrial production, where long-term stability 
under operating conditions is expected from the reaction catalysts. In addition to the use 
of biocatalysts, flow and microreactor technologies are increasingly being used in 
industrial processes, which enable, among others, the rapid development of processes in 
a timely and reactant efficient manner, while ensuring high productivity and extremely 
good process control due to the efficient heat and mass transfer. In order to immobilize 
the amine transaminase enzyme into the microreactor, various immobilization techniques 
were tested and compared with each other: covalent binding of the enzyme to nanomats 
and glutaraldehyde-treated nanomats, entrapment into alginate hydrogel, and cross-
linking of enzyme aggregates. Immobilization by covalent binding of the enzyme to 
nanomats and glutaraldehyde-treated nanomats has proven to be inappropriate due to loss 
of enzyme activity. Entrapment of the enzyme into the alginate hydrogel resulted in its 
leaching from the polymer matrix, which also made this technique inappropriate. The 
most effective immobilization technique was the formation of cross-linked enzyme 
aggregates, which successfully immobilized the enzyme and ensured its continued use in 
the micro-flow system. 
Keywords: immobilization techniques, microfluidic systems, amine transaminase, 
biocatalysis 
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Seznam uporabljenih kratic 
ATA  amin transaminaza 
CLEA  premreženi encimski agregati (ang. cross-linked enzyme aggregates) 
DMSO dimetilsulfoksid 
EC  Encimska komisija (angl. Enzyme Commission) 
EP  encimski pripravek 
GA  glutaraldehid 
HPCL  (ang. High-Performance Liquid Chromatography) 
IPA  izopropil amin 
MeCN  acetonitril 
MQ   ultra čista voda, prečiščena z Milli-Q® sistemom  
PDMS  polidimetilsiloksan 
PEG  polietilen glikol 
PEEK  polietereterketon 
PFA  perfluoroalkoksi polimer 
PLP  piridoksal-5-fosfat 
PVA  polivinil alkohol 
PMMA poli(metilmetakrilat) 
SbQ  stirilpiridin 
TEA  trietanolamin 
TRIZMA tris(hidroksimetil)amino metan 
 
Seznam uporabljenih simbolov 
 
t  čas 
m  masa 
n  množina snovi 
T  temperatura 
τ  zadrževalni čas 
U  encimska enota 
Vmax  maksimalna hitrost encimsko katalizirane reakcije 
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1 Pregled literature 
1.1 Pretočni in mikropretočni sistemi 
Pretočna kemija in mikroreaktorska tehnologija v zadnjem času žanjeta vedno več 
zanimanja s strani raziskovalcev in podjetij ter se vse pogosteje uveljavljata kot 
alternativa klasičnim šaržnim procesom. Sta interdisciplinarni temi, ki združujeta 
področja kemijskega inženirstva, zelene kemije in organske sinteze in zahtevata dobro 
razumevanje fluidne dinamike, prenosa toplote in snovi, mehanizmov reakcij in 
reaktorskega dizajna [1]. 
Šaržni sistemi so običajno uporabljeni v proizvodnji finih kemikalij in farmacevtskih 
produktov zaradi njihove vsestranske uporabe in fleksibilnosti, ki jo prinašajo planiranju 
časovnega načrta proizvodnega procesa. V primeru težav v proizvodnji omogočajo tudi 
lažjo sledljivost produktov in odpoklic posameznih šarž. Glavna slabost teh sistemov so 
težave, ki se pojavijo pri povečevanju proizvodnje (ang. Scale-up) zaradi slabšega 
prenosa toplote in snovi, značilnega za večje reaktorje. Slabost šaržnih sistemov je tudi 
potreba po skladiščenju velikih količin pogosto nestabilnih intermediatov med 
posameznimi proizvodnimi stopnjami [1]. 
Z uporabo pretočnih sistemov lahko te slabosti odpravimo. Kontinuirno pretočno 
obratovanje reaktorjev v primerjavi s šaržnim zagotavlja bistveno višje izkoristke reakcij, 
zniža porabo topil in energije ter je cenejše [1]. Poleg tega omogoča in-situ spremljanje 
in vodenje procesov v realnem času, izboljša procesno varnost, zmanjša oziroma izniči 
čas zastojev proizvodnje in olajša proces povečevanja proizvodnje [2]. V primeru 
encimskih reakcij v pretočnih sistemih ne prihaja do inhibicije encima s produkti zaradi 
konstantnega odvajanja reagentov iz reaktorja, kar drži vsaj ob vstopu v reaktor. 
Posledično se z uporabo pretočnega sistema izognemo možni izgubi aktivnosti 
biokatalizatorja [3]. 
Odvisno od obsežnosti in zahtev proizvodnje se premeri kanalov in cevi kontinuirnih 
pretočnih reaktorjev ponavadi gibljejo med 0,1 in 10 mm. Reaktorje lahko na podlagi tega 
razdelimo v tri kategorije: mikroreaktorje (diameter kanalov pod 1 mm), reaktorje na 
milimetrskem nivoju (diameter kanalov tipično med 1-2 mm) in makroskopske reaktorje 
(diameter kanalov nad 5 mm) [2]. 
Proizvodnja v mikroreaktorjih ponavadi poteka na nivoju nekaj kg produkta na leto, zato 
so ti običajno uporabljeni v proizvodnji aktivnih farmacevtskih učinkovin in finih 
kemikalij ter za snovno učinkovito pregledovanje in optimizacijo reakcij. Proizvodnjo 
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tovrstnih sistemov se lahko poveča z namnoževanjem reaktorjev (ang. numbering up), s 
čimer se ognemo običajnim težavam, ki so povezane s povečevanjem proizvodnje [2]. 
1.2 Lastnosti mikroreaktorjev 
Mikroreaktorje delimo v dve kategoriji: mikrokapilarne reaktorje in reaktorje oblike čipa. 
Slednji omogočajo integracijo več procesov znotraj ene naprave in zagotavljajo natančno 
in enostavno kontrolo nad tokovnimi režimi znotraj naprave [4]. 
Mikroreaktorji zaradi svojih karakteristik pred ostalimi pretočnimi in šaržnimi reaktorji 
nudijo določene prednosti. Veliko razmerje med površino in volumnom sistema omogoča 
natančno kontrolo nad temperaturo, kar je pri nekaterih reakcijah ključno za zaviranje 
tvorbe neželenih stranskih produktov in vodi v izboljšanje konverzij in selektivnosti 
reakcij [5]. Majhne difuzijske poti in kompleksne strukture mikrokanalov zagotavljajo 
hitro in dobro pomešanje, kar izboljša tako prenos toplote kot snovi [1]. Majhni intrinzični 
volumni in posledično majhne količine materialov, potrebne za optimizacijo reakcijskih 
pogojev, pa omogočajo razvoj pretočnih reakcij, ki vključujejo kompleksnejše 
molekulske produkte [4]. 
Zaradi omenjenih lastnosti so mikroreaktorji idealni za izvajanje izredno hitrih, 
eksotermnih ali celo eksplozivnih reakcij [4]. Poleg tega je ocenjeno, da izboljšan prenos 
toplote in snovi pozitivno vpliva na produktivnost, selektivnost in varnostni aspekt 
proizvodnje pri približno 20 % vseh organskih reakcij [1]. 
Dodaten pozitiven vidik uporabe mikropretočnih naprav je enostavna integracija in 
povezovanje tovrstnih sistemov z ostalimi separacijskimi in detekcijskimi napravami, ki 
omogočajo on-line spremljanje procesa in avtomatizacijo proizvodnje. Poleg omenjenega 
taka združitev onemogoča kontaminacijo reakcijske mešanice in izgube produkta tekom 
analize ali separacijskega postopka, kar se pogosteje zgodi med ročnim prenosom vzorcev 
za off-line analizo. Za primer povezovanja procesov lahko vzamemo encimski 
mikroreaktor, združen s kromatografsko kolono, elektroforezo ali masnim 
spektrometrom [3]. 
Materiali uporabljeni za izdelavo mikroreaktorjev med drugim obsegajo keramiko, 
polimerne materiale, jekla in silicij [4]. Izbira materiala je odvisna od več faktorjev, med 
drugim: reakcijskih pogojev (temperature in tlaka), fizikalnih lastnosti reakcijskih 
mešanic (pH, viskoznosti, reaktivnosti in agregatnega stanja tokov) ter cene in 
enostavnosti izdelave mikroreaktorja [6]. Ker večina encimskih reakcij poteka v vodnih 
raztopinah, se pri aplikaciji mikroreaktorske tehnologije v encimsko kataliziranih 
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reakcijah pogosto uporabljajo mikroreaktorji, izdelani iz polimernih materialov, kot so 
poli(metilmetakrilat) - PMMA, polidimetilsiloksan - PDMS, polikarbonat in teflon [4]. 
1.3 Biološki katalizatorji – encimi 
Kot okolju prijazni biokatalizatorji so encimi v industriji uporabljeni na mnogih področjih 
masovne proizvodnje različnih produktov, v laboratorijskem merilu pri analiznih 
metodah in sintezi nekaterih farmacevtskih učinkovin [3]. S proizvodnega vidika so 
zanimivi zaradi sposobnosti katalize izredno kompleksnih kemijskih reakcij, ki jih ni moč 
izvesti s klasičnimi pristopi organske kemije [7]. 
1.3.1 Zgradba encimov 
Encime v splošnem delimo v dve skupini: enostavne proteine, sestavljene le iz 
aminokislinskih verig (polipeptidov), in kompleksne proteine, ki jih poleg aminokislin 
gradi tudi neproteinski kofaktor. Encimski kofaktorji so pogosto derivati vitaminov (npr. 
B1, B2, B6) ali kovinski ioni. Glede na jakost vezi med kofaktorjem in encimom ločimo 
kofaktorje in prostetične skupine oziroma kofaktorje, ki so močno vezani na encim, in se 
tekom reakcije od njega ne odcepijo. Primer kofaktorja je piridoksal fosfat – PLP, ki je 
derivat vitamina B6. Proteinski del encima se imenuje apoencim, kompleks apoencima in 
kofaktorja pa holoencim. Kompleksni encimi izkazujejo aktivnost le v obliki holoencima 
[8]. 
Encime ločimo tudi na monomerne in oligomerne. Monomerne encime gradi le ena 
polipeptidna veriga, oligomerni encimi pa so sestavljeni iz več podenot oziroma več 
polipeptidnih verig, povezanih med seboj [9]. 
Regija encima, na katero se veže substrat, in je odgovorna za potek reakcije, se imenuje 
aktivno mesto encima in predstavlja le majhen del celotne makromolekule. Poleg 
aktivnega mesta imajo encimi tudi tako imenovana alosterična mesta, na katera se lahko 
vežejo molekule, ki spremenijo konformacijo proteina in s tem pozitivno ali negativno 
vplivajo na njegovo aktivnost [8]. 
1.3.2 Encimska aktivnost 
Vsaka spontana biokemijska reakcija teži v smer, kjer se celokupna prosta energija 
sistema zmanjša. Kljub temu je za potek spontane reakcije potrebna določena aktivacijska 
energija, ki zagotovi nastanek nestabilnega prehodnega stanja molekule in tvorbo 
produkta. Encimi reakcije katalizirajo s stabilizacijo tega prehodnega stanja, kar zniža 
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hidrolaze (EC 3), liaze (EC 4), izomeraze (EC 5), ligaze (EC 6) in translokaze (EC 7) 
[13]. Sedem omenjenih razredov je naprej razdeljenih v podrazrede in podpodrazrede 
glede na kriterije, kot so na primer: lokacija reakcijskega centra, vrsta prenešene kemijske 
skupine, lokacija tvorjene ali razcepljene vezi in kofaktor, ki sodeluje v reakciji. Z 
zadnjim številom EC števila se natančno definira substrat, na katerega encim deluje [12].  
1.3.4 Lastnosti encimov 
Značilnosti encimov so delovanje pri blagih reakcijskih pogojih in visoka selektivnost, ki 
zmanjša tvorbo stranskih produktov [7]. Izkazujejo tudi izredno visoko specifičnost do 
substratov, saj so sposobni hitre katalize reakcij modifikacij specifične funkcionalne 
skupine na kompleksnem substratu v prisotnosti ostalih zelo podobnih molekul. V 
biološki evoluciji so bili prilagojeni za optimalno delovanje znotraj celic, zato je njihova 
glavna slabost relativno visoka nestabilnost v nefizioloških pogojih [14]. Poleg tega je za 
proizvodnjo izoliranih encimov značilna visoka cena [7]. 
Večjo stabilnost encimov v industrijskih procesih se lahko doseže z encimskim 
inženiringom. Ta med drugim vključuje tehnike iskanja encimov s primernimi lastnostmi, 
izboljšanje lastnosti z modifikacijo encimov na molekularnem nivoju, izboljšanje 
lastnosti z uporabo imobilizacijskih tehnik in izboljšanje lastnosti prek reakcijskega in 
reaktorskega inženirstva. Z izboljšanjem lastnosti biokatalizatorja dosežemo bolj 
trajnostno kemijsko proizvodnjo kompleksnih produktov, za katero so značilni blagi 
reakcijski pogoji in večja ekonomičnost [14]. 
1.3.5 Amin transaminaze 
Amin transaminaze (EC 2.6.1.X) so encimi podrazreda ω-transaminaz, ki delujejo v 
prisotnosti kofaktorja piridoksal 5-fosfata – PLP in katalizirajo prenos aminske skupine 
z amin donorja (v našem primeru izopropil amina – IPA) na akceptor z distalno 
karboksilno skupino, ob čemer se tvori aceton. Produkti teh reakcij so enantiomerno čisti 
amini [15].  
Shema reakcije biotransformacije z amin transaminazo je prikazana na sliki 3. 
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Slika 3: Shema reakcije katalizirane z amin transaminazo ter aminskim donorjem 
izopropil aminom (IPA). 
1.4 Prednosti in postopki imobilizacije encimov 
Pri aplikaciji v mikropretočnih sistemih so lahko encimi bodisi imobilizirani znotraj 
mikrokanala ali kapilare in opravljajo heterogeno katalizo reakcije, ali pa jih v raztopini 
injiciramo v mikroreaktor, kjer ob stiku z raztopino substrata opravljajo homogeno 
katalizo reakcije. V primeru homogene katalize moramo upoštevati, da končno raztopino 
produkta kontaminirajo ne le nezreagirani substrati in stranski produkti, temveč tudi sam 
encim, ki ga je potrebno z uporabo primerne separacijske tehnike ločiti od reakcijske 
mešanice [3]. 
Najpomembnejša prednost uporabe imobilizacijske tehnike tiči prav v možnosti ponovne 
uporabe biokatalizatorja brez potrebe po dodatnih postopkih ločevanja in izolacije encima 
po zaključku reakcije. Imobilizacija zmanjša količino izgubljenega katalizatorja in 
poveča izkoristek substrata na enoto uporabljenega encima. Poleg omenjenega v mnogih 
primerih imobilizacija poveča stabilnost encima, kar vodi do podaljšanja življenjske dobe 
encima ter posledično časa v katerem reaktor obratuje optimalno. Imobilizirani proteini 
so v primerjavi s svojimi nativnimi oblikami namreč bolj odporni na denaturacijo ter bolj 
obstojni pri ostrejših reakcijskih pogojih, kot so povišana temperatura in višje 
koncentracije organskih topil [3]. 
Imobilizacijske tehnike lahko po načinu vezave ločimo na ireverzibilne in reverzibilne 
(slika 4) [7]. 
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Slika 4: Klasifikacija imobilizacijskih metod na podlagi reverzibilnosti vezave 
biokatalizatorja [7]. 
Med ireverzibilne spadajo tehnike, pri katerih biokatalizatorja ne moremo odstraniti s 
površine nosilca ne da bi hkrati uničili njegovo aktivnost oziroma sam nosilec. Te so 
kovalentna vezava na različne materiale, ujetje oziroma mikroinkapsulacija encima ter 
premreževanje z različnimi sredstvi, kot je naprimer glutaraldehid (GA) [7]. 
Značilnost reverzibilnih imobilizacijskih tehnik je enostavna odstranitev biokatalizatorja 
s površine nosilca pri blagih pogojih. V primeru izgube encimske aktivnosti je pri tovrstni 
imobilizaciji možna enostavna regeneracija nosilca z novim svežim encimom. Uporaba 
reverzibilne imobilizacije je še posebej privlačna za imobilizacijo labilnih encimov in za 
aplikacijo v bioanalitičnih sistemih. Mednje spadajo adsorpcija na podlagi fizikalnih in 
ionskih interakcij ter afinitetnih povezav, kelacija, pri kateri pride do vezave s kovinskimi 
ioni, ter tvorjenje disulfidnih mostičkov med nosilcem in encimom [7]. 
Druga klasifikacija imobilizacijskih tehnik temelji na tipu vezi med encimom in nosilcem 
ter med proteini. Na ta način lahko razlikujemo med kovalentnimi in nekovalentnimi 
imobilizacijskimi tehnikami [3]. 
Pogosteje uporabljene kovalentne imobilizacijske tehnike nudijo večjo stabilnost sistema, 
kar omogoča večkratno uporabo pripravljenega mikroreaktorja, ter podaljšajo operativno 
stabilnost encima. Omenjeni prednosti kovalentne imobilizacije encimov izhajata 
direktno iz močne vezave encima na nosilec. Stabilnost sistema je izboljšana zaradi 
preprečitve spiranja encima iz mikroreaktorja, podaljšana operativna stabilnost encima 
pa je posledica fiksacije encima na več točkah, kar ojača njegovo strukturo in prepreči 
njegovo denaturacijo. Slabost kovalentne vezave je, da se lahko tekom vzpostavitve 
Imobilizacijske tehnike 
Reverzibilne Ireverzibilne 
Kovalentna 
vezava 
Ujetje Premreževa-
nje 
Adsorpcija Disulfidni mostički 
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močnih vezi encima z nosilcem deformira njegovo aktivno mesto, kar posledično vodi do 
zmanjšane encimske aktivnosti [3]. 
Nekovalentna imobilizacija, ki temelji na šibki fizikalni adsorpciji, omogoča regeneracijo 
mikroreaktorja po izgubi encimske aktivnosti s ponovnim nanosom biokatalizatorja na 
njegov nosilec. Poleg tega velja, da imajo nekovalentne imobilizacijske tehnike zaradi 
šibkejših interakcij encima z nosilcem manjši vpliv na encimsko konformacijo in njegovo 
aktivnost. To pravilo, čeprav splošno sprejeto, ne drži v vseh primerih [3]. 
1.4.1 Imobilizacija na nanotkanine 
Karakteristike podpornega materiala igrajo ključno vlogo pri določanju, kako učinkovit 
bo sistem z imobiliziranim encimom. Faktorji, ki vplivajo na izbiro primernega materiala 
so hidrofilnost, odpornost na fizično kompresijo, inertnost do encimov, enostavnost 
funkcionalizacije, biokompatibilnost, odpornost na degradacijo s strani mikrobov ter 
cenovna dostopnost [7]. 
Nanomateriali so v tem pogledu odlična izbira zaradi dobrega ravnotežja med ključnimi 
karakteristikami, ki določajo učinkovitost delovanja biokatalizatorja. Zagotavljajo visoko 
količino vezavnih mest na enoto površine ter nudijo majhen upor proti prenosu snovi 
znotraj materiala. Mednje štejemo mikrosfere, nanotkanine ter nanocevke, pripravljene iz 
polimernih materialov, in vrsto kovinskih in magnetnih nanodelcev, na katere je mogoče 
imobilizirati encime [7]. Primer nanomateriala, uporabljenega v eksperimentalnem delu 
tega magistrskega dela, je prikazan na sliki 5.  
 
Slika 5: Tiss®-NH2 nanotkanina španskega proizvajalca Nano-MyP® [16]. 
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1.4.2 Imobilizacija na nosilec z uporabo distančnika GA 
Glavna težava klasične kovalentne imobilizacije je pogosta izguba encimske aktivnosti. 
Ta je lahko posledica deformacije ali sterične blokade aktivnega mesta encima, do katere 
lahko pride med njegovo vezavo na nosilec. Sterične blokade onemogočijo tvorjenje 
kompleksa med encimom in substratom, kar posledično vodi do zmanjšanja aktivnosti 
imobiliziranega katalizatorja. V primeru, da encimsko aktivnost znižujejo težave z 
dostopnostjo substrata zaradi steričnih ovir, lahko te zmanjšamo z uporabo distančnih 
molekul, ki povečajo razdaljo med imobiliziranim encimom in nosilcem (slika 6). Primer 
takega distančnika je GA [3]. 
 
Slika 6: Mehanizem imobilizacije proteina na nosilec predobdelan z GA [17]. 
GA je kratka molekula, ki jo sestavlja veriga petih atomov ogljika z aldehidno 
funkcionalno skupino na vsakem koncu. Veliko afiniteto izkazuje do proste aminske 
skupine aminokisline lizina in do nosilcev funkcionaliziranih z amino skupinami. 
Uporaba GA pri kovalentni imobilizaciji je atraktivna zaradi njegove komercialne 
dostopnosti, nizke cene in visoke reaktivnosti. Poleg tega so imobilizacijski protokoli z 
GA relativno enostavni in potekajo pri blagih pogojih, kar dodatno zagotavlja ohranitev 
nativne encimske aktivnosti [17]. 
1.4.3 Tvorba premreženih encimskih agregatov 
Druga možnost uporabe GA je tvorba premreženih encimskih agregatov oziroma angl. 
cross linked enzyme aggregates (CLEA) delcev (slika 7). Ker je GA bifunkcionalni 
reagent, ima sposobnost tvorjenja vezi z dvema primarnima aminskima skupinama. Tako 
lahko tvori vezi med funkcionaliziranim nosilcem in encimom, povezuje dve bližnji 
aminski skupini znotraj istega encima (intra-molekularna vez) ali pa reagira z aminskima 
skupinama sosednjih encimov (inter-molekularna vez) in tako med njima ustvari 
povezovalni mostiček. Pripravljene CLEA delce je možno nato imobilizirati na 
Ionska adsorpcija Kovalentna reakcija 
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raznovrstne materiale ali jih imobilizirati z ujetjem v različne gele [17]. 
 
Slika 7: Shema priprave premreženih encimskih agregatov [18]. 
1.4.4 Imobilizacija z ujetjem 
Imobilizacija z ujetjem temelji na omejitvi gibljivosti encima znotraj polimerne matrike, 
pri čemer lahko substrati in produkti reakcij prosto prehajajo skoznjo. Za razliko od 
ostalih imobilizacijskih tehnik pri ujetju ne pride do vzpostavitve vezi med encimom in 
polimerno matriko, ki ga obdaja. Glavni omejitvi uporabe te imobilizacijske tehnike sta 
povezani z omejitvijo masnega transporta substratov in produktov skozi polimerno 
matriko in možnost difuzije encima iz matriksa nosilca, v kolikor so pore tega materiala 
prevelike [7]. 
Polimerne matrike lahko gradijo sintetični ali biološki polimeri ter sol-geli. Primer 
sintetičnih polimerov je fotopolimer polivinil alkohol, obdelan s stirilpiridinskimi 
skupinami (PVA-SbQ), ki se zamreži ob izpostavitvi svetlobi. Pogosto uporabljena 
biološka polimera sta agarozni in alginatni hidrogel. Sol-geli pa so sestavljeni iz 
kovinskih ali semikovinskih oksidov, ki se zamrežijo v procesu hidrolize in kondenzacije 
različnih prekurzorjev [19]. 
1.4.4.1 Alginatni hidrogeli 
Alginatni hidrogeli so atraktivni zaradi sposobnosti tvorjenja mehke polimerne matrike 
pod blagimi pogoji - zamreženje alginata poteče z ionskim premreženjem s kalcijevimi 
ioni. Za primerjavo se v procesu tvorjenja sol-gelov običajno sproščajo citotoksične 
spojine kot je alkohol, ki lahko negativno vplivajo tudi na aktivnost encimov, ki jih želimo 
imobilizirati [20]. 
Kemično gledano so alginatni hidrogeli kopolimeri D-manuronske kisline in L-
guluronske kisline, ki se po odsekih polimerne verige izmenjujeta. Razmerje med obema 
gradnikoma je odvisno od izvora alginata in direktno narekuje mehanične lastnosti 
hidrogela. Kalcijevi ioni namreč med seboj povežejo različne odseke L-guluronske kisline 
Raztopljen encim Agregiran encim 
Obarjalno 
sredstvo 
Premreževalno 
sredstvo (GA) 
CLEA 
12 
 
(slika 8); v kolikor je teh odsekov več bo hidrogel trdnejši, v nasprotnem primeru pa bolj 
elastičen in prožen [21]. 
 
Slika 8: Shema zamreženja alginatnega hidrogela s kalcijevimi ioni [21]. 
Slabost alginatnega hidrogela je predvsem občutljivost materiala na okoljske pogoje. 
Spremembe v pH, temperaturi in pufru lahko povzročijo degradacijo polimerne matrice, 
ki vodi do spiranja imobiliziranega biokatalizatorja. To težavo je mogoče rešiti z uporabo 
hibridnih materialov, ki združujejo pozitivne lastnosti organskih in anorganskih 
(silikatnih) gelov. S tem se lahko zagotovi dobro biokompatibilnost, permeabilnost, 
sposobnost oblikovanja materiala in kemično ter mehansko stabilnost [20]. 
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2 Namen dela 
Namen magistrskega dela je imobilizacija encima amin transaminaze z različnimi 
imobilizacijskimi tehnikami, ki omogočajo dolgotrajno uporabo biokatalizatorja, ter 
integracija imobiliziranega encima znotraj mikroreaktorja med dvema ploščama, ki 
zagotavlja visoke volumetrične produktivnosti. 
Z raziskovalnim delom sem želel testirati in primerjati uspešnost imobilizacije amin 
transaminaze na osnovi naslednjih imobilizacijskih tehnik: 
• kovalentna vezava encima na nanotkanine; 
• kovalentna vezava encima na nanotkanine obdelane z GA; 
• ujetje encima v alginatni hidrogel; 
• tvorjenje CLEA in imobilizacija CLEA delcev s kovalentno vezavo na 
nanotkanine. 
Izbrana reakcija, ki jo katalizira encim amin transaminaza, je biotransformacija substrata 
z distalno karboksilno skupino v enantiomerno čist amin. 
Magistrsko delo je bilo opravljeno v sklopu sodelovanja s podjetjem KRKA d.d. Podatki 
o uporabljenem substratu in produktu so šifrirani zaradi ščitenja poslovnih interesov tega 
podjetja. 
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3 Eksperimentalni del 
3.1 Uporabljeni materiali in oprema 
Kemikalije:  
• Acetonitril (MeCN) (100 %, J.K. Baker, ZDA) 
• Dimetilsulfoksid (DMSO) (≥99,9 %, Sigma-Aldrich, ZDA) 
• Substrat (KRKA d.d., Slovenija) 
• IPA (≥99,5 %, Sigma-Aldrich, ZDA) 
• GA (50 % v H2O, Sigma-Aldrich, ZDA) 
• Etanol (99,8 %, Itrij, Slovenija) 
• Metanol (100 %, J.T. Baker, ZDA) 
• Polietilen glikol (PEG) 6000 (Merck, Nemčija) 
• Amonijev sulfat (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• Natrijev fosfat (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• PLP (≥97,0 %, Sigma-Aldrich, ZDA) 
• Aceton (100 %, Merck, Nemčija) 
• Trietanolamin (TEA) (100 %, pridobljen od KRKA d.d., Slovenija) 
• Tris(hidroksimetil)amino metan (TRIZMA) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• Etanolamin (100 %, Fluka, Švica) 
• Fosforna kislina (4 M, Kemika, Hrvaška) 
• 2-propanol (≥99,8 %, Sigma-Aldrich, ZDA) 
Encim: 
• Amin transaminaza (ATA) (pridobljen od KRKA d.d., Slovenija) 
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Aparature:  
• Injekcijska črpalka - PHD 4400 (Harvard Apparatus, ZDA) 
• Injekcijska črpalka - Pump 33 (Harvard Apparatus, ZDA) 
• Centrifuga - Biofuge 17RS (Heraeus Sepatech, Nemčija) 
• Tekočinski kromatograf visoke ločljivosti (ang. high-performance liquid 
chromatography – HPLC) (Shimadzu, Japonska) 
• HPLC kolona Xbridge C18 (Waters Corporation, ZDA) 
• Magnetno mešalo s temperaturno kontrolo - RCT Basic (IKA, Nemčija) 
• Fluorometer - Qubit 3.0 (Life technologies, ZDA) 
• Vorteks mešalo - Wizard (Velp scientifica, Italija) 
Materiali: 
• Nanotkanine Tiss® (NanoMyP®, Španija) 
• Perfluoroalkoksi polimerne (PFA) cevke, polietereterketon (PEEK) vstavki in 
PEEK mešalni elementi (Vici-Jour, Švica) 
3.2 Encim amin transaminaza 
Za katalizo izbrane reakcije smo uporabili encim amin transaminazo (ATA), ki je bil 
pridobljen v dveh različnih šaržah v obliki encimskega pripravka (EP). Gre za enak encim 
z različnimi specifičnimi aktivnostmi. Encim iz prve šarže z nižjo specifično aktivnostjo 
(ATA 1) smo uporabili pri šaržnih eksperimentih biotransformacije s prostim encimom 
(poglavje 3.6.1), s katerimi smo določili optimalne reakcijske pogoje, encim druge šarže 
z višjo specifično aktivnostjo (ATA 2) pa pri ostalih eksperimentih. 
3.2.1 Izračun produktivnosti encima 
Produktivnost encima, ki smo jo uporabili za primerjavo različnih imobilizacijskih tehnik, 
smo izračunali po enačbi 1. Definirana je kot množina produkta, ki se v dani časovni enoti 
tvori na maso EP. Izražena je v enoti mol/min/mgEP.  𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡𝑖𝑣𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑒𝑛𝑐𝑖𝑚𝑎 =  𝑛 (𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡𝑎)𝑚 (𝐸𝑃) ∗ 𝑡       (1) 
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3.3 Zgradba mikroreaktorja 
Eksperimente z imobiliziranim encimom smo v mikropretočnem sistemu opravili v 
mikroreaktorju, prikazanem na sliki 9, medtem ko smo biotransformacijo s prostim 
encimom izvajali v 566 mm dolgem cevnem mikroreaktorju, zgrajenem iz PFA cevke z 
notranjim premerom 0,75 mm. Prazen volumen reaktorja je znašal 250 µL. 
Mikroreaktor za testiranje imobilizacijskih tehnik je bil sestavljen iz dveh PMMA plošč 
med kateri je bil vstavljen 300 µm debel teflonski distančnik oblike mikrokanala. 
Dimenzije mikroreaktorja so znašale 70 x 15 mm z globino kanala 300 µm. Prazen 
volumen reaktorja je znašal 315 µL. V zgornjo PMMA ploščo sta bili izvrtani luknji za 
namestitev dveh PEEK vstavkov. Ta sta služila za pritrditev PFA cevk, ki sta na eni strani 
povezovali reaktor s črpalkami z raztopinami substratov in na drugi strani z epicami za 
zbiranje vzorcev. 
 
Slika 9: Levo: mikroreaktor brez zgornje PMMA plošče; desno: sestavljen mikroreaktor. 
3.4 Določanje koncentracije substrata in produkta s HPLC 
Vzorce pridobljene tekom eksperimentov smo analizirali na HPLC instrumentu (slika 10) 
z Xbridge C18 kolono po izokratski metodi s sklopljenim UV-VIS detektorjem. Substrat 
in produkt smo detektirali pri valovni dolžini 210 nm. Za mobilno fazo smo uporabili 
mešanico 10 mM raztopine K2HPO4 v ultra čisti vodi, prečiščeni z Milli-Q® sistemom 
(MQ), pH 9,0 (65 %) in MeCN (35 %). Umeritveni krivulji, ki smo ju posneli z znanimi 
koncentracijami substrata in produkta, sta nam omogočili kvantitativno vrednotenje 
koncentracije substrata in produkta v vzorcih. 
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Slika 10: HPLC instrument s sklopljenim UV-VIS detektorjem. 
3.5 Določanje proteina v EP s Qubit fluorometrom 
Določitev količine proteina v raztopini EP z encimom ATA smo opravili z uporabo Qubit 
3.0 fluorometra, ki je prikazan na sliki 11. Zatehtano maso EP (1 mg) smo raztopili v 1 
mL 100 mM TEA pufra z dodanim 1,0 mM PLP ter meritev opravili po navodilih 
proizvajalca fluorometra. Uporaba fluorometra nam je omogočila vrednotenje količine 
vezanega proteina na nanotkanine (poglavje 3.7) in nanotkanine obdelane z 
glutaraldehidom (poglavje 3.8). 
 
Slika 11: Qubit 3.0 fluorometer. 
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3.6 Biotransformacija s prostim encimom 
3.6.1 Šaržni eksperimenti 
3.6.1.1 Iskanje optimalnih reakcijskih parametrov 
Encimsko aktivnost smo v procesu iskanja optimalnih reakcijskih parametrov merili v 
eksperimentalni postavitvi, prikazani na sliki 12, po sledečem postopku: v epruvete 
termostatirane na 45 °C, katerih reakcijski volumen je znašal 2 mL, smo najprej dodali 1 
mL pufrske raztopine s koncentracijo 60 mM IPA in kofaktorjem PLP dveh različnih 
koncentracij 0,1 in 1,0 mM ter 400 µL 5 mM raztopine substrata raztopljenega v DMSO. 
Končna koncentracija substrata v reakcijski mešanici je tako znašala 1 mM. Reakcijo smo 
nato sprožili z dodatkom 600 µL raztopine ATA 1 koncentracije 0,3 mgEP/mL s 
kofaktorjem PLP ter pH uravnanim na enako vrednost kot pri raztopini IPA. Testirali smo 
naslednje pH vrednosti: 7,5, 8,0, 8,5, 9,0 in 9,5. Pomešanje smo zagotovili z uporabo 
magnetnih mešal pri 400 min-1. Konverzijo substrata smo spremljali z vzorčenjem 
reakcijske mešanice. Zajemali smo 200 µL alikvote, ki smo jim dodali 800 µL acetonitrila 
(MeCN). MeCN deaktivira encim in s tem prekine pretvorbo substrata v produkt. Vzorce, 
pripravljene na ta način, smo nato analizirali na HPLC kot je opisano v poglavju 3.4. 
Slika 12: Eksperimentalna postavitev šaržnih eksperimentov. 
20 
 
Preučevane parametre (pH in ionska moč dveh različnih pufrov, koncentracija kofaktorja) 
smo v opisanem postopku prilagajali in na ta način določili njihove optimalne vrednosti. 
3.6.1.2 Določanje aktivnosti prostega encima 
Aktivnost prostega encima ATA 1 smo določili pri optimalnih pogojih na podlagi 
rezultatov postopka optimizacije reakcijskih parametrov, ki je opisan v poglavju 3.6.1.1. 
Optimalni pogoji so bili naslednji: 100 mM TEA pufer s pH 9.5 in 1,0 mM koncentracijo 
kofaktorja PLP. Reakcijo smo spremljali prvih 10 min. Reakcijsko zmes smo vzorčili 
takoj po dodatku raztopine encima ter po 2, 5 in 10 min. Reakcijo smo ustavili enako kot 
je opisano v prejšnjem poglavju in sicer z dodatkom MeCN. 
3.6.1.3 Spremljanje konverzije skozi daljše časovno obdobje 
Reakcijo smo 22 h vodili po zgoraj opisanem postopku pri optimalnih pogojih s to razliko, 
da smo uporabili 25 mM raztopino substrata. Vzorce smo zajeli ob pričetku reakcije, po 
0,5, 1, 3 in 22 h ter izračunali konverzije in izkoristke v teh časovnih intervalih.  
3.6.2 Biotransformacija v mikropretočnem sistemu 
Reakcijo smo vodili v cevnem mikropretočnem reaktorju, prikazanem na sliki 13. Celoten 
reaktor je bil potopljen v vodno kopel temperature 45 °C. Raztopino encima in mešanico 
substratov smo tik pred vstopom v reaktor združili z uporabo VICI-T mešalnega 
elementa. V reaktor smo tako s pomočjo dveh injekcijskih črpalk vodili: 
• mešanico substratov (prva injekcija): 2 mL 25 mM raztopine substrata 
raztopljenega v DMSO, 5 mL 300 mM IPA v TEA pufru in 0,5 mL TEA pufra; 
• raztopino encima (druga injekcija): 1 mg/mL EP ATA 2 raztopljenega v 100 mM 
TEA pufru. 
Pri tem je bil TEA pufer 100 mM trietanolamin s pH 9,5 in z 1,0 mM PLP.  
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Slika 13: Eksperimentalna postavitev reaktorja za sintezo produkta z raztopljenim 
encimom. 
Razmerje pretokov mešanice substratov proti encimu je bilo 3:1. Končna koncentracija 
substrata v mikroreaktorju je bila 5 mM, končna koncentracija EP pa 0,5 mg/mL. Na 
izhod iz reaktorja smo pripeljali dotok 100 % MeCN, tako da je bilo razmerje skupnega 
pretoka v reaktorju proti pretoku MeCN 1:1. Eksperiment smo izvedli pri treh različnih 
skupnih pretokih: 8,3, 12,5 in 25 µL/min. Pri vsakem pretoku smo počakali na stacionarno 
stanje (čas potreben za pretok trikratnega volumna reaktorja), nato pa zaporedno odvzeli 
3 vzorce in jih analizirali na HPLC instrumentu. 
Za izračun produktivnosti encima v mikropretočnem sistemu smo množino nastalega 
produkta preračunali iz koncentracije produkta na izhodu iz reaktorja, ki smo jo pomnožili 
z volumnom reaktorja. Maso EP smo izračunali iz koncentracije EP v reaktorju in 
volumna reaktorja. 
Za primerjavo s pretočnim sistemom smo vzporedno izvedli biotransformacijo z 
encimom ATA 2 v šaržnem sistemu pri enakih reakcijskih pogojih. Reakcijo smo vodili 
po postopku opisanem v poglavju 3.6.1.1, pri čemer smo uporabili 300 mM raztopino 
IPA, 1,0 mM koncentracijo kofaktorja PLP, 25 mM raztopino substrata in raztopino EP 
ATA 2 koncentracije 1,66 mg/mL. Končna koncentracija substrata v epruveti je tako 
znašala 5 mM, končna koncentracija EP pa 0,5 mg/mL. 
Za izračun produktivnosti smo v tem primeru množino produkta preračunali iz 
koncentracije produkta v vzorcu in volumna reakcijske mešanice. Maso EP pa iz začetne 
koncentracije in volumna raztopine EP. 
Substrat + IPA 
ATA 2 
MeCN 
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3.7 Imobilizacija na podlagi kovalentne vezave encima na nanotkanine 
Nanotkanine (slika 14) smo pridobili od španskega podjetja NanoMyP®, ki je 
specializirano za področje izdelave mikro in nanostrukturiranih materialov. Preučili smo 
imobilizacijo na tri različne vrste nanotkanin: Tiss®-Link, funkcionalizirano s 
sulfoksidnimi skupinami, Tiss®-NH2, funkcionalizirano z aminskimi skupinami in 
Tiss®-OH. Vezava encima je v primeru Tiss®-OH posledica vodikovih vezi, medtem ko 
ostala dva materiala z encimom tvorita kovalentne vezi. 
 
Slika 14: Tiss®-Link nanotkanina. 
3.7.1 Šaržni eksperiment 
Količino vezanega proteina smo vrednotili po sledečem postopku: koščke nanotkanin 
znanih površin smo za 1 h potopili v 0,4 mL raztopine EP ATA 2 koncentracije 1 mg/mL 
v 100 mM TEA pufru z 1,0 mM PLP. Po inkubaciji smo koščke nanotkanin prestavili v 
enak volumen pufra brez EP za 15 min. Ta korak je služil za spiranje nevezanega proteina 
s površine materiala. Tekom imobilizacije in spiranja smo epice s tkaninami večkrat 
pretresli. Vrednotenje vezanega proteina na površino nanotkanin smo nato opravili z 
uporabo Qubit 3.0 fluorometra, kot je opisano v poglavju 3.5. Koncentracije proteina v 
raztopini smo merili pred imobilizacijo ter pred in po spiranju nanotkanin s pufrno 
raztopino. Maso vezanega proteina smo izračunali tako, da smo odšteli maso proteina v 
raztopini nad nanotkanino po imobilizaciji in v spranem eluatu od začetne mase proteina. 
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Po imobilizaciji in spiranju smo izvedli biotransformacijo. V epruvete, termostatirane na 
45 °C, smo dodali: 1 mL 60 mM IPA z 1,0 mM PLP v 100 mM TEA pufru (pH 9,5), 0,6 
mL 100 mM TEA pufra z 1,0 mM PLP in 0,4 mL 25 mM raztopine substrata 
raztopljenega v DMSO. Biotransformacijo smo začeli s potopitvijo koščka nanotkanine 
z imobiliziranim encimom v reakcijsko mešanico. 
3.7.2 Eksperiment v mikropretočnem sistemu 
Imobilizacijo encima v mikroreaktorju smo izvedli na NanoMyP® Tiss®-Link 
nanotkanino. Eksperimentalna postavitev je prikazana na sliki 15. Tiss®-Link 
nanotkanino smo po navodilih proizvajalca v mikroreaktorju pustili namakati 16 h v 
raztopini EP ATA 2 koncentracije 1 mg/mL pri 37 °C. Po imobilizaciji smo izvedli 
zaščito prostih mest nanotkanine z 1 M raztopino etanolamina, ki se tako kot encim 
kovalentno veže na površino nanotkanine. pH raztopine etanolamina v 50 mM fosfatnem 
pufru smo uravnali na 8,0 z dodatkom 4 M fosforne kisline. 
 
Slika 15: Levo: eksperimentalna postavitev; desno: mikroreaktor s Tiss-Link 
nanotkanino. 
Reakcijo v mikroreaktorju smo kontinuirno vodili na 45 °C pri pretokih 5, 10, 20, 50 in 
100 μL/min. Po doseženih stacionarnih pogojih smo vzorce na izhodu iz reaktorja 
analizirali na HPLC, kot je opisano v poglavju 3.4. Zadrževalni časi pri posameznih 
pretokih so znašali od 2 do 40 min (prazen volumen reaktorja z nanotkanino je znašal 207 
µL). 
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3.8 Imobilizacija na podlagi kovalentne vezave encima na nanotkanine 
obdelane z GA 
3.8.1 Šaržni eksperimenti 
Pred imobilizacijo encima smo nanotkanine obdelali z GA po sledečem postopku: koščke 
nanotkanin znanih velikosti (približno 0,6 cm2) smo pri sobni temperaturi 4 h namakali v 
5 % vodni raztopini GA volumna 0,5 mL. Po obdelavi smo nanotkanine trikrat sprali z 1 
mL demineralizirane vode. Med posameznimi spiranji smo koščke nanotkanin 10 min 
namakali v demineralizirani vodi. 
Z GA obdelane nanotkanine smo nato 1 h pri sobni temperaturi namakali v 0,4 mL 
raztopine EP ATA 2 koncentracije 1 mg/mL. Po imobilizaciji smo koščke nanotkanin 
sprali v 0,3 mL 100 mM TEA pufra z 1,0 mM PLP. Maso na nanotkanine vezanega 
proteina smo izračunali tako, da smo odšteli maso proteina v raztopini nad nanotkanino 
po imobilizaciji in v spranem eluatu od začetne mase proteina. 
Zadržano aktivnost imobiliziranega encima smo testirali v šaržnem eksperimentu. 
Reakcijsko mešanico, v katero smo potopili košček nanotkanine z imobiliziranim 
encimom, so sestavljale naslednje raztopine: 0,4 mL 25 mM substrata raztopljenega v 
DMSO, 0,6 mL 100 mM TEA pufra (pH 9,5) z 1,0 mM PLP ter 1 mL 60 mM IPA v TEA 
pufru (pH 9,5) z 1,0 mM PLP. Skupni volumen reakcijske mešanice je znašal 2 mL. 
Reakcija, ki smo jo spremljali 19 h, je potekala v epruvetah, temperiranih v vodni kopeli 
na 45 °C. 
3.9 Imobilizacija na podlagi tvorbe CLEA delcev 
3.9.1 Priprava CLEA delcev 
V procesu iskanja optimalnega obarjalnega sredstva encima iz raztopine smo preizkusili 
čisti metanol, PEG 6000, 2-propanol, aceton, 99,8 % etanol in pri sobni temperaturi 
nasičeno raztopino amonijevega sulfata (800 g/L). Testirali smo aktivnosti nepremreženih 
encimskih agregatov ter CLEA delcev, pripravljenih po dveh postopkih. 
Pri postopku priprave agregatov smo raztopino EP ATA 2 koncentracije 10 mg/mL 
zmešali z izbranim obarjalnim sredstvom v razmerju 1:9 ter jo 3,5 h pustili stati pri 
temperaturi 4 °C. Agregate smo nato od raztopine ločili s centrifugiranjem. V prvem  
postopku priprave CLEA delcev smo enako kot pri agregatih zmešali raztopino EP z 
izbranim obarjalnim sredstvom, jo 1 h pustili stati ter nato dodali GA do koncentracije 
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0,25 %. GA smo pustili delovati 2,5 h. Celoten postopek smo izvajali pri 4 °C. CLEA 
delce smo od raztopine nato ločili s centrifugiranjem. V drugem postopku smo raztopino 
EP v kontaktu z obarjalnim sredstvom pustili pol ure, nato pa še 20 h v 0,25 % raztopini 
GA. Celoten postopek smo tu izvedli pri sobni temperaturi in delce prav tako od raztopine 
ločili s centrifugiranjem. 
Po izbiri optimalnega obarjalnega sredstva smo natančneje preučili vpliv koncentracije 
GA ter časa obarjanja in premreževanja na zadržano aktivnost encima. Testirali smo 
koncentracije GA med 0,1 in 1,5 % ter čas premreževanja prilagajali med 0,5 in 2 h. 
Optimiziran postopek priprave CLEA delcev je bil na podlagi dobljenih rezultatov sledeč: 
EP ATA 2 koncentracije 10 mg/mL smo izoborili z acetonom v razmerju 1:9. Čas 
agregacije je bil 0,5 h pri 4 °C in mešanju z magnetnimi mešali pri 600 obratih na minuto. 
Po tem času smo dodali 1 volumski % GA in pustili premreževati nadaljnji 2 h pri enakih 
pogojih. CLEA delce smo nato 15 min centrifugirali pri 4 °C in 4000 RCF. Supernatant 
smo oddekantirali ter delce sprali z 10 % 100 mM TEA pufrom v acetonu. CLEA delce 
smo resuspendirali in ponovno centrifugirali pri enakih pogojih. Supernatant smo 
oddekantirali ter CLEA delce resuspendirali v 0,5 mL 100 mM TEA pufra.  
3.9.2 Šaržni eksperiment 
Aktivnosti agregatov in CLEA delcev, pripravljenih z različnimi obarjalnimi sredstvi in 
različnimi postopki, opisanimi v prejšnjem poglavju, smo po izolaciji testirali v šaržnem 
eksperimentu. Reakcijo smo vodili pri 45 ˚C. Izolirane agregate in CLEA delce smo 
prelili z reakcijsko mešanico, ki so jo sestavljale naslednje raztopine: 0,6 mL 100 mM 
TEA pufra pH 9,5 z 1,0 mM PLP, 1 mL 300 mM IPA v TEA pufru pH 9,5 z 1,0 mM PLP 
in 0,4 mL 25 mM raztopine substrata raztopljenega v DMSO, s katerim smo sprožili 
reakcijo biotransformacije. Količina EP v reakcijski mešanici je znašala 1 mg.  
Za izračun produktivnosti encima v CLEA obliki smo množino produkta po koncu 
reakcije preračunali iz koncentracije produkta v 2 mL reakcijske mešanice. 
3.9.3 Biotransformacija v mikropretočnem sistemu 
Za imobilizacijo CLEA delcev v pretočnem sistemu smo uporabili Tiss®-Link 
nanotkanino proizvajalca NanoMyP®. CLEA delce smo pripravili po optimiziranem 
postopku, opisanem v poglavju 3.9.1. Delce smo z injekcijo vbrizgali v mikroreaktor 
(slika 16). S čepki smo nato oba izhoda iz reaktorja zaprli ter ga pustili 16 h stati v 
hladilniku na 4 ºC. Količina EP v CLEA obliki, vnesenega v reaktor, je znašala 0,4 mg. 
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Slika 16: Polnjenje mikroreaktorja s predpripravljenimi CLEA delci. 
Na reaktor smo priklopili reakcijsko mešanico, reaktor pa potopili v vodno kopel, segreto 
na 45 °C (slika 17). Reaktante smo uvajali z dvema ločenima injekcijama, tako da so se 
mešali neposredno pred vstopom v reaktor. Na izhodu iz reaktorja smo reakcijsko 
mešanico v razmerju 1:1 mešali z MeCN. Injekciji z reaktanti sta vsebovali: 
• injekcija 1: 300 mM IPA v TEA pufru z 1,0 mM PLP; 
• injekcija 2: 3,2 mL 25 mM raztopine substrata raztopljenega v DMSO, 4,6 mL 
TEA pufra z 1,0 mM PLP. 
TEA pufer je bil 100 mM trietanolamin s pH 9,5. Koncentracija substrata v raztopini pred 
vstopom v reaktor je bila 5 mM. 
Pretoki na injekcijah so bili med 2 μL/min in 50 μL/min, razmerje pretokov vstopnih 
raztopin je bilo 1:1, kar je dajalo skupne pretoke med 4 in 100 μL/min in zadrževalne čase 
med 2 in 50 min. 
Za izračun produktivnosti CLEA delcev v mikropretočnem sistemu smo množino 
produkta preračunali iz koncentracije produkta na izhodu iz reaktorja, ki smo jo pomnožili 
s praznim volumnom reaktorja. Maso EP smo preračunali iz razmerja volumnov 
pripravljenih CLEA delcev in praznega volumna reaktorja. 
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Slika 17: Eksperimentalna postavitev za spremljanje biotransformacije z imobiliziranimi 
CLEA delci. 
3.10 Imobilizacija na podlagi ujetja v alginatni hidrogel 
3.10.1 Ujetje encima v hidrogel 
Za ujetje encima smo pripravili 4 % w/w raztopino alginata v MQ vodi (0,8 g alginata v 
19,2 g MQ vode). Za lažje raztapljanje alginata smo zmes segreli na 50 ˚ C in jo intenzivno 
mešali z magnetnim mešalom 20 min. Raztopino smo pustili stati dokler se ni ohladila do 
sobne temperature. Po ohlajanju smo raztopino alginata v razmerju 1:1 zmešali z 
raztopino EP ATA 2 koncentracije 1 mg/mL v 100 mM TEA pufru s pH 9,5 in z 1,0 mM 
PLP. Končni volumen mešanice raztopin je znašal 2 mL. Mešanico smo homogenizirali 
na vortex mešalu.  
Za šaržni eksperiment smo po homogenizaciji na petrijevki tvorili dve 200 µL kapljici 
mešanice alginatne raztopine in raztopine encima. Vsaka kapljica je vsebovala 100 µg EP 
oziroma 74 µg proteina. Kapljici smo nato zalili z 1,5 % raztopino CaCl2, ki sproži 
zamreževanje hidrogela. Zamreževanje je potekalo 1 h pri sobni temperaturi. 
Za mikropretočni sistem smo pripravili mešanico raztopine alginata in EP po prej 
opisanem postopku. Za pripravo mikroreaktorja z encimom imobiliziranim v hidrogelu 
smo raztopino alginata z zatehtano množino proteina (141 µg) razmazali po notranjosti 
mikroreaktorja. Raztopino alginata in EP smo nato prelili s hladno 1,5 % raztopino CaCl2, 
ki sproži zamreženje gela, ter jo pustili gelirati 2 h na sobni temperaturi. Po geliranju smo 
hidrogel sprali z demineralizirano vodo in mikroreaktor zaprli z dodatkom druge PMMA 
plošče. 
 
MeCN 
Substrat v DMSO s 
TEA pufrom 
IPA v TEA pufru 
28 
 
3.10.2 Šaržni eksperiment 
Konverzijo smo spremljali v šaržnem eksperimentu, kjer smo zamreženi kapljici 
hidrogela vnesli v reakcijsko mešanico, sestavljeno iz naslednjih raztopin: 0,4 mL 25 mM 
raztopine substrata raztopljenega v DMSO, 0,6 mL 100 mM TEA pufra pH 9,5 z 1,0 mM 
PLP ter 1 mL 300 mM IPA v TEA pufru pH 9,5 z 1,0 mM PLP. Reakcijo smo vodili pri 
45˚C. Za izračun produktivnosti smo množino produkta izračunali iz koncentracije 
produkta v 2 mL reakcijske mešanice. 
3.10.3 Biotransformacija v mikropretočnem sistemu 
Reakcijo v mikroreaktorju, prikazanem na sliki 18, smo kontinuirno vodili na 45 °C pri 
pretoku 20 μL/min (zadrževalni čas 10 min). Reaktante smo v reaktor uvajali po enakem 
postopku, kot je opisan v poglavju 3.9.3. Reakcijsko mešanico smo po izhodu iz reaktorja 
mešali z MeCN v razmerju 1:1. Vzorce smo na izhodu iz reaktorja zbirali zaporedno, tako 
da se je vsak vzorec nabiral 10 min, in jih analizirali na HPLC instrumentu. 
Množino tvorjenega produkta smo za izračun produktivnosti encima preračunali iz 
koncentracije produkta v tretjem vzorcu, ki smo jo pomnožili s praznim volumnom 
reaktorja (0,2 mL). Masa EP uporabljena za izračun pa je masa EP znotraj reaktorja po 
dveh pretečenih zadrževalnih časih. Iz znane mase proteina v reaktorju smo jo izračunali 
prek deleža proteina v EP, ki znaša 0,74 mgproteina/mgEP, ki je bil določen po postopku 
opisanem v poglavju 3.5 in je naveden v poglavju 4.3.1. 
 
Slika 18: Mikroreaktor z alginatnim hidrogelom v vodni kopeli.
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Rezultati biotransformacije s prosim encimom 
4.1.1 Šaržni eksperimenti 
V šaržnih eksperimentih s prostim encimom smo se osredotočili na določanje optimalnih 
reakcijskih parametrov, ki vplivajo na aktivnost encima. Testirali smo različne pH 
vrednosti reakcijske mešanice, koncentracije kofaktorja ter ionsko moč dveh različnih 
pufrov: TEA in TRIZMA. Pri optimalnih pogojih smo določili aktivnost encima ATA 1 
ter reakcijo spremljali skozi daljše časovno obdobje. 
4.1.1.1 Določitev optimalnih reakcijskih pogojev 
Preučili smo vpliv koncentracije kofaktorja PLP na aktivnost encima pri pogojih opisanih 
v poglavju 3.6.1.1 (100 mM TEA pufer s pH 9,5). Testirali smo 0,1 in 1,0 mM 
koncentracijo kofaktorja PLP. Konverzija substrata v šaržnem eksperimentu z 0,1 mM 
PLP je bila bistveno nižja oziroma skoraj ničelna po 30 min, medtem ko je bila v istem 
času pri dodatku 1,0 mM PLP dosežena 45 % konverzija (rezultati niso prikazani). 
Kofaktor PLP smo zato v koncentraciji 1,0 mM dodajali vsem nadaljnjim reakcijam. 
Za testiranje vpliva ionske moči pufra smo konverzijo spremljali v šaržnem eksperimentu 
s 25 mM, 50 mM in 100 mM TRIZMA pufrom s pH uravnanim na 8,5. Rezultati, 
prikazani na sliki 19, so pokazali podobno aktivnost encima neodvisno od ionske moči 
pufra, zato smo se za nadaljnje eksperimente odločili reakcije voditi v 100 mM pufru z 
večjo sposobnostjo uravnavanja pH vrednosti. Vzporeden eksperiment, katerega rezultati 
niso prikazani, je pokazal, da so aktivnosti v 100 mM TEA pufru podobne aktivnostim v 
TRIZMA pufru, poleg tega se je izkazalo, da TEA pufer bolje drži pH vrednost med 
segrevanjem na reakcijsko temperaturo 45 °C. Zaradi tega smo v nadaljnjih eksperimentih 
uporabljali 100 mM TEA pufer. 
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Slika 19: Količina nastalega produkta v odvisnosti od časa pri različnih molarnostih 
TRIZMA pufra, navedenih v legendi. Reakcijski pogoji: 45 ºC, TRIZMA pufer, pH 8,5, 
30 mM IPA, 0,8 mM PLP, 0,2 mM raztopina substrata, 90 µg/mL EP ATA 1. 
V TEA pufru smo izvedli meritve aktivnosti ATA 1 v odvisnosti od pH (slika 20). 
Testirali smo aktivnost encima pri pH vrednostih 7,5, 8,0, 8,5, 9,0 in 9,5. Aktivnosti smo 
preračunali pri višjih konverzijah zunaj linearnega območja, zato so te nižje od tiste, ki je 
določena v poglavju 4.1.1.2. Kljub temu je iz rezultatov razvidno, da specifična aktivnost 
encima z naraščanjem pH vrednosti narašča in doseže maksimum pri pH 9,5. Višjih 
vrednosti pH nismo testirali, ker bi bil za to potreben dodatek NaOH, ki lahko negativno 
vpliva na delovanje encima. Nadaljnje reakcije smo vodili pri pH 9,5. 
 
Slika 20: Specifične aktivnosti encima ATA 1, izračunane v času 30 min reakcije, v 
odvisnosti od pH vrednosti 100 mM TEA pufra. Reakcijski pogoji: 45 ºC, 100 mM TEA 
pufer, 30 mM IPA, 0,8 mM PLP, 1 mM raztopina substrata, 0,09 mg/mL EP ATA 1. 
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4.1.1.2 Aktivnost prostega encima 
Po določitvi optimalnih reakcijskih pogojev smo izmerili specifično aktivnost prostega 
encima ATA 1. Specifična aktivnost encima, izražena kot U/mgEP je enaka naklonu 
premice skozi točke na grafu, predstavljenem na sliki 21, in znaša 0,126 U/mgEP. 
 
Slika 21: Odvisnost množine nastalega produkta na enoto EP v odvisnosti od časa. 
Reakcijski pogoji: 45 ºC, 100 mM TEA pufer, pH 9,5, 30 mM IPA, 0,8 mM PLP, 1 mM 
raztopina substrata, 0,09 mg/mL EP ATA 1. 
4.1.1.3 Konverzija v daljšem časovnem obdobju 
Po določitvi specifične aktivnosti encima ATA 1 smo se odločili za spremljanje reakcije 
skozi daljše časovno obdobje. Namen tega eksperimenta je bil določanje končne točke 
reakcije. Rezultati dela so podani na slikah 22 in 23. Po 22 h reakcije dosežemo približno 
90 % konverzijo in 80 % izkoristek substrata. 
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Slika 22: Konverzija substrata v odvisnosti od časa. Reakcijski pogoji: 45 ºC, 100 mM 
TEA pufer, pH 9,5, 30 mM IPA, 0,8 mM PLP, 5 mM raztopina substrata, 0,09 mg/mL 
EP ATA 1. 
 
Slika 23: Izkoristek substrata v odvisnosti od časa. Reakcijski pogoji: 45 ºC, 100 mM 
TEA pufer, pH 9,5, 30 mM IPA, 0,8 mM PLP, 5 mM raztopina substrata, 0,09 mg/mL 
EP ATA 1. 
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4.1.2 Mikropretočni sistem 
Z izvedbo izbrane biotransformacije v mikropretočnem sistemu z raztopljenim encimom 
smo želeli preveriti aktivnost encima, ki smo jo predhodno določili v šaržnem sistemu. 
Omenjena rezultata smo uporabili kot referenčni točki za ocenjevanje zadržane aktivnosti 
encima po imobilizaciji na osnovi t.i. efektivnostnega faktorja. 
Rezultati eksperimenta so prikazani na sliki 23.  
 
Slika 24: Izkoristek pretočne reakcije sinteze produkta s prostim encimom v odvisnosti 
od zadrževalnega časa. Reakcijo smo spremljali pri zadrževalnem času 10, 20 in 30 min. 
Za primerjavo je prikazan izkoristek šaržnega eksperimenta, opravljenega pri enakih 
reakcijskih pogojih. Reakcijski pogoji: 45 ºC, 100 mM TEA pufer, pH 9,5, 150 mM IPA, 
0,8 mM PLP, 5 mM raztopina substrata, 0,5 mg/mL EP ATA 2. 
V pretočnem procesu smo po 30 min zadrževalnem času dosegli zelo visok 97 % 
izkoristek substrata, kar je za 18 % več kot pri šaržnem procesu pri enakih pogojih. Visok 
izkoristek je moč pripisati izredno dobremu prenosu snovi znotraj mikroreaktorja. Edina 
slabost tega pretočnega sistema je enkratna uporaba encima, ki bi ga bilo smiselno vračati; 
npr. z uporabo membranske separacijske tehnike. 
Produktivnost prostega encima ATA 2 v mikroreaktorju po 30 min reakcije je znašala 
0,317 µmol/min/mgEP. Izračunana je bila po enačbi 1, prikazani v poglavju 3.2.1. 
Pri čemer je: 
n (produkta) = 1,188 µmol 
m (EP) = 0,125 mg 
τ = 30 min 
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Produktivnost prostega encima v vzporednem šaržnem eksperimentu z encimom ATA 2 
je po 30 min reakcije znašala 0,297 µmol/min/mgEP. Izračunana je bila po enačbi 1. 
Pri čemer je: 
n (produkta) = 8,914 µmol 
m (EP) = 1 mg 
t = 30 min 
Produktivnost prostega encima v mikropretočnem in šaržnem sistemu se ne razlikuje 
bistveno. Encimska kinetika se z uporabo šaržnega ali pretočnega sistema namreč ne 
spremeni. Nekoliko višjo produktivnost v mikrocevnem reaktorju lahko pripišemo 
izboljšani dostopnosti substrata do aktivnega mesta encima zaradi izboljšanega prenosa 
snovi, ki ga mikroreaktor zagotavlja. 
4.2 Rezultati imobilizacije na podlagi vezave na nanotkanine 
Kovalentna vezava encima na nanotkanine je ireverzibilna oblika imobilizacije, ki nudi 
močno stabilizacijo biokatalizatorja prek vzpostavitve več vezi med encimom in 
nosilcem. 
4.2.1 Šaržni sistem 
Cilj šaržnega eksperimenta je bilo kvantitativno vrednotenje količine vezanega proteina 
na nanotkanine in vrednotenje zadržane encimske aktivnosti po imobilizaciji. 
Uspešnost vezave na posamezno nanotkanino smo določili z merjenjem koncentracij 
proteina v raztopinah nad nanotkaninami pred in po imobilizaciji in v raztopini nad 
eluatom. Iz teh podatkov smo nato preračunali maso proteina vezanega na nanotkanine. 
Začetna raztopina EP ATA 2 koncentracije 1,00 mg/mL, v katero smo namočili 
nanotkanine, je vsebovala 0,73 mg/mL proteina. Koncentracija proteina je bila določena 
po postopku opisanem v poglavju 3.5.  
Pri vrednotenju količine vezanega proteina na površino nanotkanin se je nanotkanina 
Tiss®-NH2 edina izkazala kot primerna podlaga za vezavo uporabljenega encima. Pri 
uporabi Tiss®-Link in Tiss®-OH ni prišlo do vezave proteina na nanotkanini. Rezultati 
imobilizacije na nanotkanino Tiss®-NH2 so predstavljeni v tabeli 1.  
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Material 
Pa-
ra-
lelki 
Koncen-
tracija 
proteina 
v razto-
pini nad 
nanotka-
nino pred 
imobiliza-
cijo 
[µg/ml] 
Koncen-
tracija 
proteina 
v razto-
pini nad 
nanotka-
nino po 
imobiliza-
ciji 
[µg/ml] 
Koncen-
tracija 
proteina 
v eluatu 
po spira-
nju 
[µg/ml] 
Povr-
šina na-
notka-
nine 
[cm2] 
Izraču-
nana 
masa ve-
zanega 
proteina 
[µg] 
Izračunana 
masa veza-
nega prote-
ina na povr-
šino nanot-
kanine 
[µg/cm2] 
Tiss®-NH2 
1 730 675 27 0,513 11 22 
2 730 650 16 0,325 26 79 
Tabela 1: Vrednotenje imobilizacije proteina na Tiss-NH2 nanotkanino. Volumna 
raztopine EP ATA 2 nad nanotkanino in elucijskega pufra, s katerim smo sprali 
nanotkanino po imobilizaciji, sta znašala 0,4 mL. 
Po vrednotenju količine vezanega proteina na površino nanotkanin smo z istimi koščki 
nanotkanin izvedli biotransformacijo. Po 20 h reakcije smo pomerili koncentracijo 
substrata in produkta. V vseh primerih ni nastalo nič produkta, kar kaže na deaktivacijo 
encima v primeru Tiss®-NH2 oziroma na neprisotnost proteina v primerih Tiss®-Link in 
Tiss®-OH. Možen vzrok za deaktivacijo encima v primeru kovalentne vezave na Tiss®-
NH2 je lahko porušitev nativne konformacije encima ali preprečitve dostopa substratov 
do aktivnega mesta encima. 
4.2.2 Mikropretočni eksperiment 
Kljub negativnim rezultatom šaržnih eksperimentov kovalentne vezave encima na 
nanotkanine smo se odločili za testiranje tovrstnega pretočnega sistema. Postopek 
imobilizacije encima smo v primerjavi s šaržnimi eksperimenti nekoliko priredili. Po 
imobilizaciji smo nanotkanino Tiss-Link® sprali z 1 M raztopino etanolamina s pH 8,0, 
ki služi za zaščito morebitnih prostih vezavnih mest na nanotkanini. Za nanotkanino Tiss-
Link® smo se odločili zato, ker smo želeli preveriti ali spremenjen postopek imobilizacije 
vpliva na uspešnost vezave proteina in bi s to spremembo dosegli uspešno imobilizacijo. 
Nanotkanino smo vstavili v mikroreaktor kot je opisano v poglavju 3.7.2 in vodili 
kontinuirani proces transaminacije izbranega substrata z IPA. Konverzije substrata so bile 
v vseh primerih nične, kar potrjuje rezultate, dobljene v šaržnem eksperimentu. 
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4.3 Rezultati imobilizacije na podlagi kovalentne vezave encima na 
nanotkanine z GA 
Kovalentna vezava encima na nanotkanine, obdelane z GA [22], je ireverzibilna oblika 
imobilizacije. GA se kot povezovalna molekula veže med encim in nosilec ter na ta način 
zmanjša možnost nastanka steričnih ovir, ki bi lahko preprečevale dostop substrata do 
aktivnega mesta encima.  
4.3.1 Šaržni eksperiment 
Namen teh eksperimentov je bil, enako kot v prejšnjem poglavju, kvantitativno 
vrednotenje količine vezanega proteina na nanotkanine in vrednotenje zadržane encimske 
aktivnosti po imobilizaciji. 
Pred biotransformacijo smo zopet ovrednotili količino vezanega proteina na nanotkanine 
obdelane z GA. Rezultati so prikazani v tabeli 2. Začetna raztopina EP ATA 2 
koncentracije 1 mg/mL, v katero smo namočili z GA obdelane nanotkanine, je vsebovala 
0,74 mg/mL proteina. Koncentracija proteina je bila določena po postopku opisanem v 
poglavju 3.5.  
Material 
Pa-
ra-
lelki 
Začetna 
koncentra-
cija prote-
ina [µg/mL] 
Koncentra-
cija proteina 
po imobiliza-
ciji [µg/mL] 
Koncentra-
cija proteina 
po spiranju 
[µg/mL] 
Povr-
šina na-
notka-
nine 
[cm2] 
Masa prote-
ina na povr-
šino nanotka-
nine [µg/cm2] 
Tiss® - NH2 
1 740 690 21,7 0,60 23,58 
2 740 695 17,6 0,61 22,46 
Tiss® - Link 
1 740 700 20,3 0,62 15,89 
2 740 675 17,7 0,49 48,27 
Tabela 2: Kvantitativno vrednotenje vezave proteina na Tiss® nanotkanine z uporabo 
GA. Volumen raztopine EP ATA 2 je znašal 0,4 mL, volumen pufra, v katerem smo sprali 
nanotkanine po imobilizaciji, pa 0,3 mL. 
Z uporabo GA smo pri obeh materialih dosegli vezavo proteina na njuno površino. 
Naslednji korak je bil preveriti, ali encim ATA 2, imobiliziran na ta način, obdrži želeno 
aktivnost. Rezultati biotransformacije, opravljene v šaržnem eksperimentu, so prikazani 
v tabeli 3. 
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Koncentracija 
produkta 
[mg/mL] 
Koncentracija 
substrata 
[mg/mL] 
Konver-
zija po  
19 h 
Izkori-
stek po 
19 h 
Material Para-lelki t = 0 h t = 19 h t = 0 h t = 19 h 
Tiss®-NH2 + GA 
1 0 0 2,11 1,145 0,457 0 
2 0 0 1,705 1,145 0,328 0 
Tiss®-Link + GA 
1 0 0 1,745 1,12 0,358 0 
2 0 0 1,82 0,015 / / 
Tabela 3: Spremljanje konverzije in izkoristka reakcije z encimom vezanim na 
nanotkanine z uporabo GA. Reakcijski pogoji: 45 ºC, 100 mM TEA pufer, pH 9,5, 30 
mM IPA, 0,8 mM PLP, 5 mM raztopina substrata. 
Pri rezultatu, označenem z rdečo barvo, je prišlo do napake pri delovanju HPLC 
instrumenta. Konverzije substrata se po 19 h gibljejo okrog 35 %, medtem ko so bili 
izkoristki reakcij istočasno ničelni. Zaključimo lahko, da encim ob imobilizaciji s to 
imobilizacijsko tehniko izgubi želeno aktivnost. Kovalentna vezava encima na 
nanotkanine najverjetneje poruši nativno konformacijo encima, kar onemogoči njegovo 
delovanje.  
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4.4 Rezultati imobilizacije na podlagi priprave CLEA 
Z GA premreženi encimski agregati omogočajo lažjo ločitev encima od produktov in 
hkrati podaljšajo uporabo biokatalizatorja v pretočnem sistemu. 
V šaržnem sistemu smo optimizirali postopek priprave CLEA delcev (slika 25) ter 
določili zadržano aktivnost tako pripravljenega biokatalizatorja. 
 
Slika 25: Zgoraj levo: testiranje obarjanja z različnimi sredstvi; spodaj levo: CLEA delci; 
desno: testiranje vpliva koncentracije GA na lastnosti CLEA delcev. 
4.4.1 Priprava CLEA delcev 
Prvi korak v optimizaciji tvorbe CLEA delcev je bila izbira primernega obarjalnega 
sredstva EP ATA 2 iz raztopine. Rezultati tega dela, podani kot deleži aktivnosti v 
primerjavi s prostim encimom, ki smo jih preračunali po 30 minutni reakciji v šaržnem 
sistemu, so predstavljeni na sliki 26. 
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Slika 26: Zadržana aktivnost CLEA delcev v primerjavi s prostim encimom (ATA 2), 
oborjenih z različnimi obarjalnimi sredstvi. Agregati se nanašajo na EP, ki smo ga iz 
raztopine le oborili (agregatov nismo premrežili z GA), CLEA 2,5 h in CLEA 20 h pa se 
nanašajo na CLEA delce pripravljene po dveh različnih postopkih. Postopki so opisani v 
poglavju 3.9.1. Reakcijski pogoji: 45 ºC, 100 mM TEA pufer, pH 9,5, 150 mM IPA, 0,8 
mM PLP, 5 mM raztopina substrata, 1 mg EP ATA 2 v agregirani ali CLEA obliki.  
Iz slike 26 je razvidno, da imajo različna obarjalna sredstva različen vpliv na zadržano 
aktivnost encima. Največ aktivnosti so izgubili delci, tvorjeni z metanolom in etanolom. 
CLEA delci, pripravljeni z amonijevim sulfatom, so bili nehomogeni in preveliki, kar 
posledično vpliva na aktivnost delcev (slika 27). CLEA delci, pripravljeni z obarjanjem 
v 2-propanolu in acetonu, so izkazovali najvišjo in približno enako zadržano aktivnost 
(35 %), PEG 6000 pa encima ni oboril iz raztopine. Zaradi težav, ki so se pojavile pri 
centrifugiranju CLEA delcev, pripravljenih v 2-propanolu, smo se odločili za uporabo 
acetona kot optimalnega obarjalnega sredstva. Zadržane aktivnosti CLEA delcev, 
pripravljenih po različnih postopkih (CLEA 2,5 h in CLEA 20 h), se ne razlikujejo 
bistveno (slednji izkazujejo nekoliko višjo aktivnost). Zadržano aktivnost agregatov smo 
merili predvsem zato, ker smo želeli preveriti ali obarjalno sredstvo že samo po sebi 
deaktivira encim, ali če do deaktivacije pride ob dodatku GA. V primerjavi s CLEA delci 
je bilo pričakovati nekoliko višje aktivnosti encimskih agregatov, kar opazimo pri 
amonijevem sulfatu in v določeni meri pri 2-propanolu. Ker encimi v agregatih niso 
kovalentno povezani, lahko med reakcijo v reakcijski mešanici razpadejo, kar poveča 
dostopnost substratov do aktivnega mesta na encimih, s čimer se posledično poviša tudi 
količina nastalega produkta. Pri agregatih oborjenih z acetonom tega ne opazimo, kar je 
verjetno posledica eksperimentalne napake.  
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Da bi ugotovili, koliko časa CLEA delci zadržijo aktivnost v pogojih skladiščenja, smo 
izvedli stabilnostno študijo, ki je pokazala, da pred nadaljnjo uporabo CLEA delci, 
shranjeni v 100 mM TEA pufru in 1,0 mM PLP pri temperaturi 4 ºC, zadržijo svojo 
začetno aktivnost tri dni. Aktivnost za približno 20 % pade šele v roku enega tedna. 
Rezultati so prikazani na sliki 29. 
 
Slika 29: Aktivnost CLEA delcev v odvisnosti od časa skladiščenja v 100 mM TEA pufru 
z 1,0 mM PLP pri 4 ºC. Aktivnost smo merili v šaržnem eksperimentu in jo preračunali 
po 30 minutni reakciji. Reakcijski pogoji: 45 ºC, 100 mM TEA pufer, pH 9,5, 150 mM 
IPA, 0,8 mM PLP, 5,0 mM raztopina substrata, 1 mg ATA 2 v CLEA obliki. 
Produktivnost CLEA delcev, pripravljenih po optimalnem postopku, je po 30 minutni 
reakciji znašala 0,143 µmol/min/mgEP. Izračunana je bila po enačbi 1, pri čemer je: 
n (produkta) = 4,302 µmol 
m (EP) = 1 mg 
t = 30 min 
Primerjava produktivnosti med prostim encimom in CLEA delci pripravljenimi po 
optimalnem postopku po 30 minutni reakciji v šaržnem sistemu je prikazana na sliki 30. 
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Slika 30: Produktivnosti encima v prosti obliki in v CLEA delcih po 30 minutni reakciji 
v šaržnem sistemu. Reakcijski pogoji eksperimenta s prostim encimom so opisani v 
poglavju 4.1.2, reakcijski pogoji eksperimenta s CLEA delci pa v tem poglavju. 
Prosti encim ima v primerjavi s CLEA delci približno dvakrat višjo produktivnost, kar je 
posledica povečanega upora pri prenosu substrata do aktivnega mesta encima v primeru 
CLEA delcev. Ti so v primerjavi z raztopljenim encimom mnogokrat večji. Kljub nižji 
produktivnosti pa encim imobiliziran v CLEA obliki izkazuje dobro stabilnost v pogojih 
skladiščenja in za razliko od prostega encima obenem omogoča večkratno uporabo 
biokatalizatorja. 
4.4.2 Biotransformacija v mikropretočnem reaktorju 
Po pozitivnih rezultatih šaržnih eksperimentov smo se odločili za integracijo CLEA 
delcev v mikroreaktor z nanotkanino Tiss®-Link ter nato vodili kontinuirni proces 
transaminacije izbranega substrata z IPA, kot je opisano v poglavju 3.9.3. 
Rezultati eksperimenta so prikazani na sliki 31.  
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Slika 31: Izkoristek pretočne reakcije z encimom v CLEA obliki vezanim na nanotkanine 
v odvisnosti od zadrževalnega časa. Reakcijski pogoji: 45 ºC, 100 mM TEA pufer, pH 
9,5, 150 mM IPA, 0,8 mM PLP, 5 mM raztopina substrata, 0,4 mg imobiliziranega EP 
ATA 2 v CLEA obliki. 
Od treh imobilizacijskih tehnik, testiranih v mikropretočnem sistemu, se je kovalentna 
vezava CLEA delcev na nanotkanino izkazala za najboljšo. Rezultati kažejo, da pri 
zadrževalnem času 30 min dosežemo približno 60 % opazovan izkoristek reakcije. 
Produktivnost encima v CLEA obliki po tem času znaša 0,045 µmol/min/mgEP. 
Izračunana je bila po enačbi 1, pri čemer je: 
n (produkta) = 0,534 µmol 
m (EP) = 0,4 mg 
t = 30 min 
V primerjavi te sinteze s sintezo s prostim encimom je glavna prednost uporabe in 
imobilizacije CLEA delcev mnogo manjša poraba encima. Višje izkoristke, ki jih 
opažamo pri prostem encimu, pa bi bilo mogoče doseči s povečanjem koncentracije 
encima v mikroreaktorju. 
Pri eksperimentih smo poleg tega ugotovili, da mora biti nanotkanina pritrjena na steno 
mikroreaktorja, ker se v nasprotnem primeru navidezno zmanjša volumen reaktorja - 
tekočina teče le po robovih reaktorja in ne po celotnem volumnu reaktorja (slika 32).  
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Slika 32: Mikroreaktor med dvema ploščama z vstavljeno nanotkanino z imobiliziranim 
encimom tekom obratovanja.  
Za testiranje stabilnosti smo reakcijo transaminacije spremljali več dni. Rezultati so 
prikazani na sliki 33. 
 
Slika 33: Izkoristek reakcije v odvisnosti od časa poteka eksperimenta. Izkoristki so 
izračunani pri zadrževalnem času 25 min. Reakcijski pogoji: 45 ºC, 100 mM TEA pufer, 
pH 9,5, 150 mM IPA, 0,8 mM PLP, 5 mM raztopina substrata, 0,4 mg imobiliziranega 
EP ATA 2 v CLEA obliki. 
Med eksperimentom se izkoristki reakcij gibljejo v območju eksperimentalnih napak, kar 
kaže na to, da encim v tem času pri obratovalnih pogojih obdrži svojo aktivnost. 
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4.5 Rezultati imobilizacije na podlagi ujetja encima v alginatni 
hidrogel 
Imobilizacijo z ujetjem [23] smo testirali zaradi blage narave vezave, ki je značilna za to 
imobilizacijsko tehniko. Pri ujetju ne pride do nastanka kovalentnih vezi med encimom 
in nosilcem. S to tehniko zato bistveno manj vplivamo na strukturo biokatalizatorja in 
posledično njegovo aktivnost. 
4.5.1 Priprava encima imobiliziranega v hidrogel 
V šaržnem eksperimentu smo testirali postopek priprave alginatnega hidrogela in 
preverili ali encim tekom tega postopka zadrži svojo aktivnost. 
Podobno kot pri kovalentni imobilizaciji na nanotkanine smo želeli ovrednotiti količino 
zadržanega encima v matriksu hidrogela, vendar zaradi interference, ki jo kloridni ioni 
povzročajo Qubit 3.0 fluorometru, tega nismo opravili. Predpostavili smo, da med 
zamreženjem ne prihaja do difuzije encima iz matriksa hidrogela in da posledično 
obdržimo vso količino zamreženega encima. Ta predpostavka se je pozneje pri 
mikropretočnem eksperimentu izkazala za napačno.  
Rezultati reakcije biotransformacije z encimom, ujetim v alginatni hidrogel, so prikazani 
v tabeli 4. 
  Koncentracija produkta [mg/mL] 
Koncentracija substrata 
[mg/mL] Konverzija 
po 17 h 
Izkoristek 
po 17 h Mate-
rial t = 0 h t = 17 h t = 0 h t = 17 h 
2 % al-
ginatni 
hidrogel 
0,000 0,195 1,845 0,515 0,721 0,106 
Tabela 4: Spremljanje konverzije in izkoristka reakcije z encimom ujetim v matriks 
hidrogela. Reakcijski pogoji: 45 ºC, 100 mM TEA pufer, pH 9,5, 150 mM IPA, 0,8 mM 
PLP, 5 mM raztopina substrata, 100 µg z ujetjem imobiliziranega EP ATA 2. 
Po 17 h smo dosegli visoko 72 % konverzijo, vendar precej nizek 10 % izkoristek 
substrata. Produktivnost tako imobiliziranega encima po 17 h je znašala 0,025 
µmol/min/mgEP. Izračunana je bila po enačbi 1, pri čemer je: 
n (produkta) = 2,535 µmol 
m (EP) = 0,1 mg 
t = 17 h = 1020 min 
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4.5.2 Biotransformacija v mikropretočnem reaktorju 
Kot smo ugotovili že v šaržnem eksperimentu imobilizacije encima, ta v alginatnem 
hidrogelu zadrži svojo aktivnost. Hidrogel z imobiliziranim encimom, ki smo ga vnesli v 
mikroreaktor, smo pripravili kot je opisano v poglavju 3.10.3 in nato vodili kontinuirni 
proces transaminacije izbranega substrata z IPA. Poleg spremljanja biokonverzije, smo 
kvantificirali tudi izpiranje proteina iz mikroreaktorja. Rezultati biotransformacije v 
pretočnem sistemu so prikazani na sliki 34. 
 
Slika 34: Koncentracija substrata in produkta na iztoku iz mikroreaktorja. Vzorce smo 
zbirali zaporedno, pri čemer smo pustili, da se je vsak nabiral 10 min oziroma en 
zadrževalni čas. Reakcijski pogoji: 45 ºC, 100 mM TEA pufer, pH 9,5, 150 mM IPA, 0,8 
mM PLP, 5 mM raztopina substrata, 190 µg z ujetjem imobiliziranega EP ATA 2 na 
začetku biotransformacije. 
Koncentracija produkta v zbranih alikvotih naraste šele po 20 min reakcije, kar je najbrž 
posledica počasne difuzije produkta skozi alginatni hidrogel. Po 40 min koncentracija 
produkta v vzorcih pade na zanemarljivo vrednost, kar kaže na izgubo želene 
produktivnosti reaktorja. Koncentracija substrata je na začetku pretočnega obratovanja 
nizka in tekom eksperimenta v vzorcih počasi narašča. To je najverjetneje zopet posledica 
difuzije skozi hidrogel.  
V vzorcih smo pomerili tudi koncentracijo proteina in na ta način določili količino 
proteina spranega iz reaktorja. Količina proteina v reaktorju po posameznem 
zadrževalnem času (10 min) je prikazana na sliki 35.  
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Slika 35: Izračunana količina proteina v reaktorju v odvisnosti od števila pretečenih 
zadrževalnih časov v vrednosti 10 min. 
Predpostavka šaržnega eksperimenta, da encim iz matriksa hidrogela med reakcijo ne 
difundira, se je izkazala za napačno. Določeno koncentracijo proteina smo v prvih vzorcih 
pričakovali, saj je to je moč pripisati spiranju nevezanega encima s površine hidrogela, 
nadaljnjega spiranja pa ne. Zaključimo lahko, da 2 % alginatni hidrogel zaradi prevelikih 
por ne zadrži prostega encima in zato ni primeren za njegovo imobilizacijo. 
Produktivnosti ujetega encima po 30 min je znašala 0,042 µmol/min/mgEP. Izračunana je 
bila po enačbi 1, pri čemer je: 
n (produkta) = 0,207 µmol 
m (EP) = 0,164 mg 
t = 30 min  
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4.6 Primerjava biotransformacije v mikropretočnih reaktorjih s 
transaminazo imobilizirano z različnimi tehnikami 
V mikropretočnem sistemu smo testirali kontinuirno obratovanje encima imobiliziranega 
z različnimi tehnikami: kovalentno vezavo prostega encima na nanotkanine, ujetje encima 
v alginatni hidrogel in kovalentno vezavo CLEA na nanotkanino. 
Od naštetih tehnik se je kovalentna vezava CLEA izkazala za najučinkovitejšo. 
Eksperiment z encimom kovalentno vezanim na nanotkanine je bil negativen enako kot 
v šaržnem sistemu. Pri imobilizaciji encima v alginatnem hidrogelu je prihajalo do 
spiranja biokatalizatorja iz reaktorja. Tovrstna imobilizacija je zato neprimerna. CLEA 
delci, kovalentno vezani na nanotkanino, pa so izkazovali odlično stabilnost v 
obratovalnih pogojih. Njihova produktivnost se tekom treh dni ni spremenila. Poleg tega 
so bili v eksperimentu doseženi visoki 60 % izkoristki reakcije v zadrževalnem času 30 
min. Produktivnosti encima ATA 2 v mikropretočnih eksperimentih so prikazane na sliki 
36. 
 
Slika 36: Produktivnosti prostega encima, CLEA delcev in encima ujetega v alginatni 
hidrogel v mikropretočnem sistemu. Reakcijski pogoji eksperimentov, s katerimi smo 
določili produktivnosti encima v različnih oblikah, so opisani v poglavjih 4.1.2, 4.4.2 in 
4.5.2.  
Zaradi različnih razmerij med koncentracijo encima in koncentracijo substrata pri vsakem 
od eksperimentov rezultatov ni moč direktno primerjati, saj lahko te razlike vplivajo na 
kinetiko encimsko katalizirane reakcije. Ta se lahko spremeni zaradi inhibicije encima s 
substratom ali produktom, česar nismo podrobneje raziskovali. Koncentracija encima 
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znotraj mikroreaktorja je tekom eksperimentov za prosti encim znašala 0,5 mgEP/mL, za 
encim ujet v alginatnem hidrogelu 0,95 mgEP/mL in za encim v CLEA obliki 2 mgEP/mL. 
Vstopna koncentracija substrata je bila v vseh treh primerih 5 mM.  
Kljub omenjenemu je nižjo produktivnost imobiliziranih encimov (alginat in CLEA) v 
primerjavi s prostim encimom moč pričakovati zaradi dodatnega upora pri prenosu snovi, 
ki omeji dostopnost substrata do aktivnega mesta encima. Poleg tega lahko nizko 
produktivnost encima ujetega v alginatni hidrogel in CLEA delce pripišemo tudi 
neenakomerni porazdelitvi toka raztopine substrata po širini reaktorja (slika 37). 
Tvorjenje kanalov znotraj mikroreaktorja, skozi katere teče glavnina toka raztopine 
substrata, zmanjša stik med biokatalizatorjem in imobiliziranim encimom, kar vodi do 
navidezno manjše produktivnosti imobiliziranega biokatalizatorja. Ta problem bi lahko 
odpravili z oženjem in podaljšanjem mikrokanala, kar je prav tako prikazano na sliki 37. 
 
Pri primerjavi produktivnosti CLEA delcev v šaržnem in mikropretočnem sistemu 
opazimo znižanje produktivnosti s prenosom v pretočno obratovanje (produktivnost 
CLEA v šaržnem sistemu znaša 0,143 µmol/min/mgEP, v pretočnem pa 0,045 
µmol/min/mgEP), medtem ko se pri prostem encimu produktivnost ne spremeni bistveno. 
Ta rezultat je enako kot pri primerjavi eksperimentov prostega encima in encima v CLEA 
obliki v mikropretočnih sistemih verjetno posledica dodatnega upora pri prenosu snovi in 
omenjenih tokovnih kanalov znotraj mikroreaktorja. 
 
 
 
 
Slika 37: Levo: tok raztopine substrata skozi mikroreaktor; desno: podaljšan in zožen 
mikroreaktor. 
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5 Zaključek 
V magistrskem delu sem testiral in primerjal uspešnost imobilizacije encima ATA z 
različnimi imobilizacijskimi tehnikami v šaržnem in mikropretočnem sistemu in sicer: 
kovalentna vezava na nanotkanine, kovalentna vezava na nanotkanine obdelane z GA, 
ujetje v alginatni hidrogel in tvorba CLEA delcev. 
Pri kovalentni vezavi encima amin transaminaze na nanotkanine smo ugotovili, da od 
uporabljenih materialov nanotkanina Tiss-NH2 edina izkazuje afiniteto do prostega 
encima. V šaržnem in mikropretočnem sistemu smo po imobilizaciji spremljali reakcijo 
biokonverzije in ugotovili, da prost encim ob vezavi na nanotkanino izgubi želeno 
aktivnost. Kovalentna vezava prostega encima ATA na nanotkanino se ni izkazala za 
primerno tehniko imobilizacije. 
Pri kovalentni vezavi prostega encima na nanotkanine obdelane z GA smo dosegli vezavo 
encima tako na Tiss-NH2 kot tudi na Tiss-Link nanotkanino. Reakcijo biotransformacije 
smo nato izvedli v šaržnem sistemu, kjer smo testirali ali GA kot povezovalna molekula 
med encimom in nosilcem prepreči izgubo aktivnosti encima. Rezultati so pokazali, da 
se encim deaktivira kljub uporabi GA. Ta imobilizacijska tehnika za imobilizacijo encima 
ATA zato prav tako ni primerna. 
Pri ujetju v alginatni hidrogel, ki je nekovalentna tehnika imobilizacije, so rezultati 
šaržnih eksperimentov pokazali zelo nizko produktivnost ujetega encima. Poleg tega smo 
v mikropretočnem eksperimentu odkrili, da prihaja do spiranja encima iz reaktorja. 
Zaključimo lahko, da alginatni hidrogel v obliki, uporabljeni v tem delu, ni primeren za 
imobilizacijo prostega encima ATA. Za njegovo aplikacijo bi morali optimizirati velikost 
por materiala in zagotoviti mehansko stabilnost hidrogela tekom dolgotrajnejšega 
obratovanja mikroreaktorja (npr. z uporabo hibridnih materialov). 
Zadnja imobilizacijska tehnika, ki smo jo testirali, je bila tvorba CLEA. Encim smo iz 
raztopine agregirali z uporabo acetona kot obarjalnega sredstva in agregate premrežili z 
GA. V šaržnem eksperimentu smo pokazali, da tako pripravljeni CLEA delci ohranijo 
približno 40 % aktivnosti v primerjavi s prostim encimom. Izkazovali so tudi dobro 
stabilnost v pogojih skladiščenja. V mikropretočnem sistemu smo pri 30 minutnem 
zadrževalnem času dosegli precej visok 60 % izkoristek substrata. Obratovalna stabilnost 
tako imobiliziranega encima pa se prav tako ni spremenila tekom treh dni. Priprava CLEA 
delcev in njihova kovalentna vezava na nanotkanino je najprimernejša od testiranih 
imobilizacijskih tehnik encima ATA. 
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Za natančnejšo primerjavo imobilizacijskih tehnik bi bilo potrebno podrobneje raziskati 
kinetiko reakcije z ATA (vlogo produktov in substrata pri inhibiciji encima) ter 
mikropretočne eksperimente ponoviti z enakimi koncentracijami encima.  
Optimizacijo reaktorja z encimom imobiliziranim v CLEA obliki bi lahko dosegli z 
zagotovitvijo enakomernega pretoka reakcijske mešanice po širini mikroreaktorja. Poleg 
tega bi lahko z nanosom druge nanotkanine na zgornjo ploščo mikroreaktorja povečali 
koncentracijo encima v mikroreaktorju, kar bi vodilo do višjih izkoristkov reakcije in 
volumetrične produktivnosti sistema. 
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